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摘要 植物 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 抑制 剂 在 植物 防御 生物 与 非 生物 胁迫 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 
拟 南齐 中 的 半 胱 氨 酸 重 白 酶 抑制 剂 41CYSa 基因 的 表达 能 够 受到 多 种 胁迫 的 诱导 ， 且 在 拟 南 
芥 中 过 量 表 达 41tCYSa 基因 可 以 增强 转基因 拟 南 芥 抵 御 盐 .干旱 和 氧化 等 非 生物 胁迫 的 能 

为 了 进一步 探究 ArCYSa 基因 的 功能 以 及 在 烟草 中 的 应 用 ， 构 建 了 植物 表达 载体 pCAMBIA 


1302-AtCYSa. HT PCR 以 及 RT-PCR 验证 共 获 得 4 株 阳性 转基因 烟草 ， 选 择 其 中 3 株 转 基 


因 烟 草 进行 盐 胁迫 处 理 和 抗 虫 活性 实验 。 在 盐 胁 迫 处 理 中 ，100mM NaCl 和 200mM NaC! 处 


理 组 的 丙 二 醚 含量 显著 低 于 对 生 型 对 照 组 。 伊 文思 葛 染 色 和 细胞 相对 活性 结果 表明 , 转基因 
烟草 的 细胞 活性 比 野 生 型 烟草 明显 偏 高 。 这 说 明 在 盐 胁 迫 处 理 下 ，A1CYSa 基因 的 表达 能 够 
基 


起 到 保护 转基因 烟草 的 作用 。 抗 虫 活 性 研究 发 现 ， 实 验 组 的 幼虫 总 重 均 呈 明显 的 下 降 趋势 ， 
幼虫 死亡 率 显 著 高 于 对 照 组 。 这 些 结果 表明 ，AtCYSa 基因 在 烟草 中 的 过 量 表达 能 够 增强 
转基因 烟草 的 耐 盐 以 及 抗 虫 的 能 力 。 
关键 词 转基因 烟草 41CYSa 耐 盐 Dun 
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Abstract Plant cysteine protease inhibitors play an important role in defense of biotic and 
abiotic stresses. The expression of the AtCYSa gene in Arabidopsis thaliana can be induced by a 
variety of stresses, and the over-expression of AtCYSa in Arabidopsis thaliana can enhance the 
ability to resist abiotic stress like salt, drought and oxidation. In order to further explore the 


function of AtCYSa and its application in tobacco, the plant expression vector pCAMBIA 


1302-AtCYSa was constructed. Four positive transgenic tobacco lines were obtained by PCR and 
RT-PCR confirmation. Three transgenic tobacco lines were selected for salt stress treatment and 
insect resistance. In the salt stress treatment, the content of malondialdehyde in 100mM NaCl and 
200mM NaCl treatment group was significantly lower than that in wild type. Evans blue staining 
and cell relative activity results showed that the cell activity of transgenic '!tobacco was 
significantly higher than that of wild type. This indicated that the expression of AtCYSa gene 
could protect the transgenic tobacco under salt stress. Insect activity studies showed that the total 
weight of the larvae in the experimental group showed a significant decrease, and the larvae 
mortality was significantly higher than the control. These results indicate that over-expression of 
the AtCYSa gene in tobacco can enhance the salt tolerance and insect resistance of transgenic 
tobacco. 


Key words Transgenic tobacco AtCYSa Salt tolerance Insect resistance 


半 脱 氢 酸 蛋白 酶 抑制 剂 (eystatins) , BRZ 735 3 88 E Be 8], 是 具有 抑制 
半 胱 氨 酸 蛋白 水 解 酶 类 的 催化 活性 且 广 泛 存 在 于 真 核 生 物 细胞 中 的 一 大 类 和 蛋 
超 家 族 [12。 

植物 半 胱 氮 酸 蛋白 酶 抑制 剂 (phytocystatins，PhyCYSs) 是 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 
抑制 剂 超 家 族 中 独立 的 一 个 亚 科 外 。 植 物 中 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 抑制 剂 的 发 现 ， 最 早 
KAF 1987 年 Abe 等 从 水 稻 种 子 中 分 离 克 隆 到 的 蛋白 质 蚀 。 研 究 表明 大 部 分 
PhyCYSs 参与 了 多 种 生理 进程 包括 程序 性 细胞 死亡 内 ， 果 实 发 育 司 ， 种 子 发 育 和 
萌发 5 等 。 另 外 ，PhyCYSs 在 植物 非 生物 胁迫 及 防御 病虫害 方面 也 发 挥 着 十 分 
EHEH, KEKE PhyCYS 基因 的 表达 调控 能 够 使 植物 有 效应 对 冷 胁迫 以 
及 干旱 胁迫 U9 。 异 源 表达 水 稳 oryzacystatin I 基因， 能够 增强 转基因 大 豆 及 转 基 
因 拟 南 芥 对 干旱 的 耐 受 性 01。Ninkovi6 等 0 首次 报道 异 源 表达 水 稻 oryzacystatin 
II 的 转基因 萌 薪 能 使 Phytodecta fornicate Brüggemann 的 死亡 率 明显 增加 。 大 量 
研究 表明 PhyCYSs 对 植 食性 昆虫 有 广 谱 的 抗 虫 效 果 03- 芍 。 

迄今 为 止 ， 拟 南 芥 中 发 现存 在 7 个 PhyCYS 基因 (AtCYSI-AtCYS7) 051。 在 拟 
南 芥 有 甚 浮 培养 细胞 和 转基因 烟草 中 ，A1CYS1 的 过 量 表达 能 抑制 由 病原 体 或 氧化 
及 NO 胁迫 所 造成 的 细胞 死亡 19。 过 量 表达 ALCYSa 和 4tCYSb( 也 称 之 为 AtCYS3 
和 4tCYSO6) 基 因 的 酵母 和 拟 南 芥 都 表现 出 在 高 盐 、 干 旱 、 氧 化 和 冷 胁迫 的 耐 受 性 
Ul, Hwang 等 (8 发 现 41CYS1 和 41CYS2 在 拟 南 价 正常 生长 和 非 生 物 胁迫 (高 
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及 损伤 ) 下 都 表现 出 不 同 的 表达 模式 ， 继 而 推测 ALCYSI 和 AtCYS2 在 植物 发 育 
以 及 胁迫 响应 方面 参与 不 同 的 作用 机 制 。 最 近 研究 发 现 , 拟 南 芥 受到 甜菜 孢 圳 线 
虫 侵害 时 ， A1tCYS1、AtCYS5 及 41CYS6 基因 的 表达 水 平 明 显 上 调 N, AtCYSS 
和 AtCYS4 的 过 量 表达 ， 都 能 增强 拟 南 芥 对 热 胁 迫 的 耐 受 性 。 除 此 之 外 ，41CYS5 
的 过 量 表达 也 能 促进 拟 南 芥 种 子 的 萌发 以 及 幼苗 的 生长 Po20。 而 4tCYS6 的 过 量 
表达 对 拟 南 芥 的 种 子 萌发 及 幼苗 生长 起 抑制 作用 中 。 

以 上 研究 仅 验证 部 分 ArCYS 基因 参与 了 植物 生长 发 育 及 各 种 胁迫 响应 下 植 
物 复 杂 的 防御 体系 ， 而 41CYSa 基因 的 功能 解析 特别 是 抗 虫 方面 目前 还 不 清楚 。 
另外 鉴于 大 部 分 研究 是 建立 在 拟 南 芥 本 体 (细胞 或 组 织 ) 上 上 且 与 功能 及 表达 模式 
解析 相关 ， 而 对 于 41CYS 作为 植物 抗 逆 性 候选 基因 的 应 用 方面 报道 甚 少 。 因 此 ， 
本 研究 选取 ArCYSa 基因 ， 以 AtCYSa 基因 在 烟草 耐 盐 及 抗 虫 的 应 用 为 目的 ， 构 
建 了 拟 南 芥 AtCYSa 基因 过 表达 载体 并 转化 野生 型 烟草 ， 对 转基因 烟草 进行 了 盐 
胁迫 及 抗 虫 活性 实验 。 结 果 表 明 AtCYSa 基因 的 过 量 表达 能 够 增强 转基因 烟草 的 
耐 盐 及 抗 虫 的 能 力 ， 为 AtCYSa 基因 功能 的 解析 以 及 在 其 他 植物 抗 逆 性 方面 的 应 
用 提供 一 定 的 参考 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 

野生 型 拟 南 芥 CArabidopsis thaliana, ecotype columbia) 及 烟草 (Nicotiana 
benthamiana) 由 本 实验 室 保存 。 供 试 虫 源 购 于 成 都 市 青石 桥 花 鸟 鱼 虫 市 场 ， 黄 
Tim (Tenebrio molitor) Ug $538 H 3H 2b fT HEURE. FE EE. (Escherichia coli 
Top10、 根 癌 农 杆菌 (Agrobacterium tumefaciens) GV3101 为 本 实验 室 保 存 。 所 
用 载体 有 克隆 载体 pEASY-TI simple 北京 ， 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 ) 及 植物 
表达 载体 pC4MBI4 1302( 本 实验 室 保存 )。 
1.2 拟 南 芥 总 RNA 提取 及 ArCYSa 基因 的 克隆 

取 0.1g 拟 南 芥 幼 嫩 叶 片 ,加 液 所 研磨 成 粉末 , 植物 总 RNA 提取 试剂 盒 DP432 
RIR, 北京 ) 提取 拟 南 芥 总 RNA， 超 微量 分 光 光 度 计 测定 浓度 后 用 1% 的 琼脂 
糖 凝 胶 电泳 检测 RNA 的 完整 性 。 以 提取 的 总 RNA 为 模板 ，Oligo (dT) 18 为 反 
转录 引物 ，M-MLV RTase( (TaKaRa, HEKE) ) 进 行 反 转录 ， 获 得 cDNA 。 根 
据 GenBank 公布 的 AtCYSa 基因 序列 (GenBank No. AY084769, original name 


FL3-27)， 设 计 特 异性 引物 AtCYSa-F(5)-ATGGAATCAAAGACGTTCTGGA 3 ffl 
AtCYSa-R (5'-TCAAGAAGATGATTCCTTGAACTCC-3)), 然后 以 1 ul cDNA 为 模 
板 ， 进 行 PCR $35. PCR 反应 条 件 : 94'C 5 min, 30 个 循环 (94'C 30s, 58°C 
30s, 72C 30s), 72/C 8 min. 
1.3 植物 表达 载体 的 构建 及 烟草 的 遗传 转化 

回收 PCR 扩 增 片段 (天 根 DNA 柱 式 胶 回收 试剂 盒 ) 并 连接 pEASY-TI simple 
载体 ， 反 应 体系 : pEASY-TI simple 载体 1ul， 胶 回收 产物 4ul。 混 匀 后 25/CXE E 
10 min。 随 后 连接 载体 转化 大 肠 杆菌 Top10 感受 态 ， 挑 菌 测序 成 功 后 菌 液 保存 并 
用 于 后 续 实验 。 

提取 上 述 菌 液 质粒 。 根 据 植物 表达 载体 pC4MBI4 1302 的 多 克隆 位 点 ,设计 
并 A 用 舍 Bamm E 切 位 点 的 d *" 
AtCYSa-BF(5’-CGGGATCCATGGAATCAAAGACGTTCTGGA-3’) 和 含 Saci 酶 


切 位 点 的 AtCYSa-SR. (5-CCCAAGCTT AGAAGATGATTCCTTGAACTCC-3?) 
进行 第 二 次 PCR 扩 增 。 随 后 用 BamHI 和 SacI 内 切 酶 对 扩 增 片段 和 pCAMBIA 
1302 载体 分 别 进行 双 酶 切 并 回收 ，T4 连接 酶 16C 连接 过 夜 。 连 接 产物 转化 大 
肠 杆菌 Top10， 过 夜 培养 后 挑选 菌落 进行 PCR 鉴定 ， 并 将 阳性 菌落 进行 测序 。 
验证 正确 的 载体 菌落 扩大 培养 并 提取 质粒 ,转化 农 杆菌 ,挑选 单 克隆 并 进行 PCR. 
利用 根瘤 农 杆菌 介 导 法 进行 烟草 的 遗传 转化 。 首 先 无 菌 烟草 叶片 《大 小 为 2 
mmX2 mm) 在 MS 固体 培养 基 预 培养 3 天 。 然 后 预 培养 叶片 在 含有 农 杆 菌 (OD 
约 为 0.2) 的 1/2MS 液体 培养 基 中 侵 染 10~15 min 后 取出 ,， 灭 菌 滤 纸 吸 干 ; 将 侵 染 
过 的 叶片 放 到 MS 基本 培养 基 上 暗 培养 2 4， 随 后 经 过 共 培 养 、 分 化 培养 
(MS+2.25mg/L 6-BA+0.3mg/L NAA+400 mg/L 3L f&22 254-80 mg/L EMER) 和 
生根 培养 (1/2MS+400 mg/L 头孢 霉 素 +80 mg/L -F 38:38. 获得 幼苗 ， 大 概 两 周 
后 移 栽 至 温室 。 
1.4 转基因 烟草 的 鉴定 
1.4.1 转基因 烟草 基因 组 PCR 及 RT-PCR 检测 
为 检测 4tCYSa 基因 是 否 成 功 整合 到 烟草 基因 组 中 ， 提 取 转 基因 烟草 叶片 
DNA 进行 PCR 检测 ， 野 生 型 烟草 基因 组 DNA 为 阴性 对 照 。PCR 反应 条 件 为 
94C 预 变性 5 min，94C 变 性 30s，60C 退 火 30s，72C 延 伸 30 s, 25 30 个 循环 ， 


72C 延 伸 7 min, H 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 作 分 析 。 

提取 转基因 烟草 总 RNA， 反 转录 合成 cDNA， 以 野生 型 烟草 为 阴性 对 照 进 
ÍT RT-PCR 扩 增 。PCR 反应 条 件 为 94C 预 变性 5 min，94C 变 性 30s，60C 退 火 
30 s，72 延伸 30s， 共 30 个 循环 ，72C 延 伸 7min， 最 后 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 
泳 作 分 析 。 

最 后 选取 3 个 转基因 烟草 株 系 作 cystatins 活性 检测 。 
1.4.2 转基因 烟草 cystatins 活性 检测 

取 生 长 1 个 月 的 转基因 烟草 叶片 0.5 g， 按 酚 /SDS 法 提取 叶片 总 蛋白 31。 根 
据 半 胱 氨 酸 蛋白酶 抑制 剂 与 木瓜 蛋白 酶 的 作用 特点 , 偶 氮 酪 蛋白 水 解法 对 总 蛋白 
中 cystatins 活性 进行 木瓜 蛋白 酶 抑制 活性 的 检测 。 有 具体 步 又: 首先 总 蛋白 (1~30 
ug) 加 入 20u 的 木瓜 蛋白 酶 (1 mg/ml) 溶液 至 终 体积 100 由， 用 流 涡 混合 器 充 
分 混 匀 并 在 370 FA 15 min， 使 抑制 剂 蛋白 与 木瓜 蛋白 酶 溶液 充分 作用 。 之 
后 加 入 500 hl 底 物 偶 氨 酵 蛋白 溶液 于 37C FIRA 1 小 时 , 250 pl 10% 的 三 氧 醋酸 
(TCA) 终止 反应 ， 冰 浴 30 min，15,000 rpm 离心 5 min， 未 水 解 的 偶 氮 酪 蛋白 
被 沉淀 ， 最 后 取 850 ul 于 420 nm 下 测定 反应 管 的 吸光 度 值 。 
1.5 转基因 烟草 盐 胁 迫 处 理 

野生 型 烟草 和 转基因 烟草 CTI 代 ) 在 正常 生长 条 件 下 培养 6 周 ， 分 别 浇灌 0 
mM、100 mM、200 mM 的 NaCl 溶液 。 每 3 天 浇灌 一 次 ， 处 理 2 周 ， 观 察 其 生 
长 状况 。 
1.6 盐 胁迫 处 理 的 转基因 烟草 丙 二 醛 含 量 及 细胞 活性 的 检测 

丙 二 醛 (MDA) 是 膜 脂 过 氧化 的 最 终 产 物 之 一 ， 其 含量 可 以 判断 植物 的 受 
损害 程度 。 丙 二 醛 含 量 的 测定 采用 张 志 良 等 鸣 的 方法 。 采 用 伊 文思 蓝 (Evans blue) 
作为 细胞 活性 染料 , 检测 盐 胁迫 处 理 后 转基因 烟草 叶片 的 细胞 活性 ， 有 具体 步骤 参 
Ron fg 251 的 实验 方法 。 
1.7 转基因 烟草 的 抗 虫 活性 检测 

挑选 生长 发 育 大 体 一 致 的 8~10 龄 幼虫 (迅速 生长 期 且 生 命 力 旺 盛 )， 每 头 均 
重 约 0.038g， 均 长 约 1.4cm。 幼 虫 分 为 4 组 (用 于 野生 型 烟草 和 转基因 烟草 虫 试 
KE), 每 组 20 头 ， 分 别 培养 在 垫 有 三 层 滤 纸 的 塑料 碗 中 。 控 制 光 照 条 件 及 室内 
温度 及 湿度 〈 光 暗 比 12:12， 室 内 温度 26C~29C， 空 气温 度 6599-8090. ULT 
培养 12h 后 进行 抗 虫 活 性 实验 。 每 天 早晚 喂食 一 次 ， 每 次 喂食 1g 剪 至 细 条 状 的 
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烟草 叶 (植株 第 4 展 叶 〉 和 0.3g 的 麦 床 ， 并 每 天 定时 清理 出 每 组 中 多 余 的 食物 
KRE. 观察 为 期 10 天 的 幼虫 生长 情况 并 每 隔 一 天 称 重 , 野生 型 烟草 作为 对 照 ， 
并 统计 15 天 的 黄粉 虫 死 亡 率 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 拟 南 芥 AtCYSa 基因 的 克隆 

提取 野生 型 拟 南 芥 叶片 总 RNA 并 进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 结 果 显 示 ， 
提取 的 总 RNA 完整 性 较 好 ，28S 与 18S 亮度 比 约 为 2:1， 条 带 清晰 ， 无 明显 降解 
的 杂 带 存在 (图 la) 。 总 RNA 紫外 扫描 结果 A260/A230 >2.00, A260/A280 在 
1.8—2.00 之 间 ， 表 明 RNA 纯度 较 高 ， 不 存在 多 糖 、 酚 类 及 蛋白质 的 污染 。 

根据 GenBank 中 ArCYSa 基因 的 ORF 序列 设计 引物 ， 以 野生 型 拟 南 芥 叶 片 
cDNA 为 模板 ， 扩 增 出 378bp 的 单一 条 带 (图 lb) ， 和 预测 片段 一 致 。 
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1 拟 南 芥 ArCYSa 基因 的 克隆 
Fig. 1 Cloning of ArCYSa gene from Arabidopsis thaliana 
(a) Extraction of total RNA from Arabidopsis thaliana, M: DL2000 (b) PCR of A4/CYSa gene 


2.2 植物 表达 载体 的 构建 

分 别 用 限制 性 内 切 酶 BamHI 和 SacI 对 第 二 次 PCR 扩 增 的 AtCYSa 基因 ( 带 
酶 切 位 点 ) 和 pC4MBI41302 载体 质粒 进行 双 酶 切 ，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 (图 
2a 和 图 2b)。 分 别 回收 目的 片段 ，T4 DNA ligase 进行 连接 反应 后 转化 大 肠 杆菌 
TOP10 感受 态 ， 菌 液 PCR 检测 后 测序 ， 结 果 表 明基 因 未 发 生 突变 。 提 取 质 粒 转 
化 农 杆 菌 GV3101， 挑 取 单 克隆 并 进行 PCR 检测 (图 2c)。 结 果 显 示 所 选 2 个 单 菌 
落 为 阳性 克隆 ， 表 明 植物 表达 载体 构建 成 功 。 
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图 2 pCAMBIA1302-AtCYSa 表达 载体 的 构建 与 鉴定 
Fig. 2 The construction and identification of pCAMBIA1302-AfrCYSa recombinant vector 
(a) Restriction enzyme digestion of AtCYSa gene with restriction enzyme site (b) Restriction enzyme digestion of pCAMBIA1302 , 1-3: 


plasmid, 4-5: plasmid digestion, 6: Positive control (c) PCR detection of recombinant vector, 1: Negative Control, 2-4: Bacterial 


samples , 5: Positive control 


2. 4 ArCYSa 转基因 烟草 的 鉴定 

随机 挑选 6 株 有 具有 卡 那 霍 素 抗 性 的 转基因 烟草 和 野生 型 烟草 基因 组 的 DNA， 
HEIT PCR 鉴定 (图 3a) 。 实 验 结果 表明 ， 除 5 为 假 阳 性 植株 外 ， 其 余 转 基因 植 
株 基 因 组 中 均 有 外 源 蛋 白 酶 抑制 剂 基因 41CYSa 的 插入 。 为 进一步 探究 41CYSa 
基因 在 转基因 烟草 中 是 否 表达 , 对 这 6 株 转基因 烟草 进行 RT-PCR 分 析 (图 3b). 
结果 显示 ArCYSa 在 4 株 转 基因 烟草 中 能 够 进行 正常 的 表达 。 
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图 3 4tCYSa 转基因 烟草 的 鉴定 


Fig. 3 Identification of AtCYSa gene in transgenic tobacoo 


(a) PCR identification of AtCYSa gene in transgenic tobacoo lines (b) RT-PCR identification of AtCYSa gene 
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以 上 结果 表明 ArCYSa 在 转基因 烟草 中 能 够 进行 正常 的 表达 ， 但 并 不 能 代表 
AtCYSa 所 表达 蛋白 在 转基因 烟草 中 具有 正常 的 活性 。 因 此 ， 对 转基因 烟草 
CAtCYSa-2, AtCYSa-4, AtCYSa-6) cystatins 的 活性 进行 了 测定 (图 4) 。 结 
表明 , 转基因 烟草 都 有 具有 抑制 木瓜 蛋白 酶 的 活性 , 并 且 随 着 转基因 烟草 叶片 蛋白 
质 提取 量 的 增加 ， 转 基因 烟草 植株 cystatins 的 活性 也 在 增强 ， 呈 浓度 依赖 效应 。 
而 在 野生 型 烟草 中 ， 尽 管 也 存在 着 木瓜 蛋白 酶 抑制 剂 但 活性 很 低 。 因 此 推测 ， 
AtCYSa 基因 在 转基因 烟草 中 能 够 正常 表达 出 蛋白 酶 抑制 剂 。 所 以 选择 41CYSa-2， 
AtCYSa-4, AtCYSa-6 三 个 株 系 作 后 续 的 实验 。 


4.2 = 
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木瓜 蛋白 酮 酶 活 


o i 1 i 3 i 5 | 10 ' 15 i 20 i 25 i 30 
EAE (ug) 
4 AtCYSa 转基因 烟草 cystatins 活性 检测 


Fig. 4 Assays of cystatins activity in AtCYSa transgenic tobacoo lines 


2. 5 转基因 烟草 耐 盐 性 分 析 

野生 型 烟草 和 转基因 烟草 在 盐 胁迫 处 理 两 周 后 , 观察 其 生长 状况 。 实 验 结果 
表明 , OomM 和 100 mM NaC! 处 理 组 野生 型 及 转基因 烟草 植株 生长 良好 。200 mM 
NaCl 处 理 组 野生 型 及 转基因 烟草 植株 都 发 生 了 一 定 程 度 的 蓉 弟 并 且 开花 时 间 提 
前 ， 但 这 两 种 植株 并 没有 显著 差异 。 为 探究 ArCYSa 基因 的 过 量 表达 能 否 增强 转 
基因 烟草 的 耐 盐 能 力 , 对 盐 胁迫 处 理 下 野生 型 和 转基因 烟草 相关 生理 指标 进行 了 
测定 。 结 果 表 明 处 理 前 野生 型 烟草 和 转基因 烟草 的 MDA 含量 相差 不 大 ; 随 着 盐 
浓度 的 不 断 增加 ， 野 生 型 及 转基因 烟草 的 MDA 含量 都 有 所 提高 ， 但 野生 型 烟草 
MDA 含量 及 上 升幅 度 都 明显 高 于 转基因 烟草 (图 5) 。 这 说 明 ArCYSa 基因 的 过 
量 表达 在 一 定 程度 上 降低 了 转基因 烟草 的 膜 脂 过 氧化 程度 。 
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5 盐 胁迫 下 野生 型 烟草 与 ArCYSa 转基因 烟草 MDA 含量 的 测定 
Fig. 5 The determination of MDA content of wild-type and AfCYSa transgenic tobacco lines under salt stress 


Different number shows significant difference at 0.05 level 


为 了 进一步 探究 41CYSa 基因 的 过 量 表达 对 转基因 烟草 耐 盐 能 力 的 影响 ， 检 
测 了 200 mM NaCl 胁迫 处 理 下 野生 型 及 转基因 烟草 叶片 的 细胞 活性 。 叶 片 染色 
结果 如 图 6a 所 示 ， 经 盐 胁迫 处 理 的 烟草 叶片 蓝 色 染色 区 域 〈 即 细胞 失去 活性 的 
区 域 ) 差异 明显 ， 转 基因 烟草 的 叶片 染色 面积 较 野 生 型 而 言 相 对 较 少 。 将 染色 后 
的 烟草 叶片 剪 碎 用 SDS 水 溶液 禁 取 ， 叶片 细胞 相对 活性 如 图 6b 所 示 ， 所 得 结果 
与 染色 结果 基本 一 致 。 这 说 明 在 盐 胁迫 下 41CYSa 基因 的 过 量 表达 能 够 增强 转 基 
因 烟 草 的 细胞 活性 ， 也 进一步 验证 了 过 量 表达 41CYSa 基因 能 够 提高 转基因 烟草 
的 耐 盐 能 力 。 
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图 6 野生 型 烟草 与 ArCYSa 转基因 烟草 在 200mM NaCl 处 理 下 的 伊 文思 蓝 染 色 和 细胞 活性 检测 
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Fig. 6 Evans blue dyeing and cell activity detection of wild-type and AtCYSa transgenic tobacco lines 
under 200mM NaCl 
(a) Evans blue dyeing of wild-type and AtCYSa transgenic tobacco lines under 200mM NaCl, Control: Wild type dispose with 200mM 
NaCl (b) Cell activity detection of wild-type and AtCYSa transgenic tobacco lines under 200mM NaCl, different number shows 


significant difference at 0.05 level 


2.6 转基因 烟草 的 抗 虫 分 析 

分 别 取 转基因 烟草 和 野生 型 烟草 的 叶片 ， 进 行 抗 虫 活性 测定 。 发 现 清理 出 的 
细 条 状 烟草 叶 边 缘 均 有 虫子 咬 吧 的 痕迹 , 且 辩 便 中 有 许多 绿色 颗粒 (正常 羡 便 为 
淡 黄 色 颗 粒状 ), 这 说 明黄 粉 虫 能 正常 取 食 烟草 叶片 。 由 于 黄粉 虫 是 杂食 性 动物 ， 
因此 添加 0.3g 麦 获 来 降低 因 和 营养 不 均 所 导致 的 黄粉 虫 死亡 率 。 实 验 组 中 黄粉 虫 
随 天 数 的 增加 其 总 体重 呈 明 显 的 下 降 趋 势 , 且 相 当 一 部 分 幼虫 服 体 呈现 黑 褐 色 和 直 
至 死亡 (正常 为 黄色 ) (图 7) ， 这 与 黄粉 虫 死 亡 率 统计 结果 一 致 ( 表 OD. B] 

~ 此 ，AtCYSa 基因 的 表达 提高 了 转基因 烟草 的 抗 虫 能 


12 — — wr 


——— AtCYSa-2 
AAtCYSa-4 


—— AtCY Sa-6 


5 6 3 E 9 10 
BEdiB] Ca» 


1 2 3 a 


图 7 "RESET R PEHEA A Jo SUE SUPE HER AE D 
Fig. 7 Insect weight changes after feeding leaf of wild-type and transgenic tobacco lines 
表 1 喂食 野生 型 及 转基因 烟草 叶片 后 黄粉 虫 死 亡 率 统计 


p Table 1 Insect mortality statistics after feeding leaf of wild-type and transgenic tobacco lines 


第 5 天 死亡 率 第 10 天 死亡 率 第 15 天 死亡 率 
WT 0 596 596 
AtCYSa-2 596 1096 2596 
AtCYSa-4 10% 30% 40% 
AtCYSa-6 596 1596 2096 


3 Wie 

PhyCYSs 是 一 类 能 够 通过 抑制 半 胶 氨 酸 蛋白 酶 的 活性 ， 在 植物 的 生长 与 发 
育 进 程 中 起 重要 保护 作用 的 蛋白 。 本 文 对 拟 南 芥 AtCYSa 的 功能 进行 了 探讨 ， 为 
进一步 研究 AtCYSa 的 功能 与 应 用 提供 相应 的 理论 依据 。 


木瓜 蛋白 酶 作为 一 种 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 , 其 酶 活 的 抑制 效果 常 被 用 来 表示 半 胱 
氨 酸 蛋白 酶 抑制 剂 的 活性 04629。 研 究 发 现 ，A41CYSa 基因 在 烟草 中 的 表达 ， 能 够 
抑制 木瓜 蛋白 酶 的 活性 ， 整 体 上 呈 浓 度 依 赖 效 应 。 这 一 结果 与 ArCYSa 融合 蛋白 
在 大 肠 杆菌 中 的 表达 效果 相 一 致 nM"， 进 一 步 证 实 4tCYSa 基因 能 够 作用 于 木瓜 蛋 
白 酶 ， 同 时 也 表明 ArCYSa 基因 在 烟草 中 能 够 正常 表达 出 活性 蛋白 。 

在 正常 生长 条 件 下 , 对 生 型 和 转基因 烟草 都 能 够 进行 正常 的 萌发 和 生长 , 没 
有 明显 的 差异 ,类 似 于 转基因 拟 南 芥 的 萌发 WI。 在 受到 100Mm NaC 和 200mM 
NaCl 胁迫 时 ， 野 生 型 烟草 幼苗 和 转基因 烟草 幼苗 表 型 上 没有 明显 差异 ;而 在 
100mM NaCl 胁迫 处 理 下 ， 转 基因 拟 南 芥 幼 苗 的 根 和 叶 的 生长 明显 比 野生 型 拟 南 
芥 幼苗 受到 的 抑制 作用 弱 079。 这 可 能 是 盐 胁迫 处 理 的 浓度 和 时 间 跨 度 罕 ,没有 展 
现 出 转基因 烟草 的 抗 盐 表 征 效果 。 进一步 研究 发 现 ,转基因 烟草 在 受到 盐 胁迫 后 
膜 酯 过 氧化 程度 明显 低 于 对 照 组 。 这 可 能 是 由 于 ArCYSa 的 过 量 表达 ， 提 高 了 抗 
氧化 酶 的 活性 ， 降 低 了 活性 氧 对 转基因 烟草 的 伤害 。Li 等 cg 报道 ， 过 量 表 达 麻 
风 树 JeCPI 基因 的 烟草 在 受到 100mM NaCI 胁迫 后 , 抗 氧 化 酶 ( 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 ， 
过 氧化 氧 酶 和 抗坏血酸 过 氧化 物 酶 ) 的 活性 能 够 显著 增加 。 同 时 ， 转 基因 烟草 在 
盐 胁迫 下 能 够 增强 细胞 的 活性 ， 降 低 细 胞 的 死亡 程度 。 程 序 性 细胞 死亡 在 一 定 程 
度 上 依赖 于 半 胱 氨 酸 和 蛋白酶 对 特异 蛋白 降解 的 调控 ， 而 PhyCYSs 能 够 通过 抑制 
半 胱 氨 酸 蛋白 酶 的 活性 , 减缓 或 抑制 植物 的 程序 性 细胞 死亡 进程 271。 因此 推测 盐 
胁迫 下 转基因 烟草 细胞 活性 的 增强 , 是 由 于 41CYSa 阻止 了 相应 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 
《如 木瓜 蛋白 酶 ) 降解 特异 蛋白 的 进程 ， 降 低 了 细胞 死亡 的 程度 ， 从 而 增强 转 基 
因 烟 草 的 耐 盐 性 。 

PhyCYSs 不 仅 参 与 植物 防御 非 生物 胁迫 的 进程 ， 而 且 在 生物 胁迫 防御 尤其 
是 抗 虫 方面 发 挥 着 重要 的 作用 。 这 种 重要 性 主要 体现 在 : (1) PhyCYSs 来 源 于 
植物 , 对 哺乳 动物 无 副作用 且 在 异 源 植物 中 不 存在 因 密 码 子 偏爱 性 所 导致 的 表达 
水 平 较 低 的 问题 ，(2) PhyCYSs 的 抗 虫 谱 广泛 。 而 对 于 可 能 出 现 的 反目 标 效应 ， 
可 以 采取 加 强生 态 安全 性 研究 和 合理 利用 转基因 植物 等 策略 , 避免 破坏 生态 环境 
及 生态 安全 性 PN; (3) PhyCYSs 作用 于 昆虫 消化 酶 活性 中 心 ， 极 大 程度 上 降低 
了 害虫 通过 突变 产生 抗 性 的 可 能 性 ; (4) PhyCYSs 能 够 严重 地 阻碍 害虫 的 生长 
和 发 育 进程 ， 使 其 在 自然 条 件 下 生存 能 力 下 降 P?30。 


为 了 探究 AtCYSa 在 生物 胁迫 防御 上 的 功能 ， 对 ArCYSa 的 转基因 烟草 进行 
了 抗 虫 研究 。 抗 虫 结果 表明 , 在 喂食 转基因 烟草 后 , 幼虫 的 体重 呈现 降低 的 趋势 ， 
并 且 幼 虫 的 死亡 率 明 显 高 于 对 照 组 。 这 说 明 转 基因 烟草 能 够 阻碍 幼虫 的 生长 与 发 
育 ， 其 抗 虫 机 制 可 能 与 大 豆 的 半 胱 氨 酸 蛋白酶 的 抗 虫 机 制 相 类 似 B1， 是 通过 
AtCYSa 对 半 胱 氨 酸 和 蛋白酶 活性 的 抑制 ， 从 而 起 到 抗 虫 的 效果 。 

总 的 来 说 ，AtCYSa 基因 在 烟草 中 的 过 量 表 达 ， 能 够 增强 转基因 烟草 耐 盐 和 
抗 虫 的 效果 ,都 可 能 是 通过 对 半 胱 氨 酸 和 蛋白 酶 活性 的 抑制 发 挥 作 用 , 但 其 具体 的 
作用 机 制 有 待 进一步 的 研究 与 分 析 。 本 研究 在 一 定 程度 上 完善 了 AtCYSa 基因 的 
功能 ， 为 4tCYSa 基因 在 植物 遗传 改良 方面 的 应 用 提供 了 相应 的 参考 。 
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